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Engagement　of　membrane　immunoglobulin　induces　tyrosine　phosphorylation
　　　　　　　　of　Jak2　and　Stat5　with　down－regulation　of　interferon　regulatory
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　factor－1／一2　in　Ramos　B　lymphoma　cells
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Summary
　　Membrane　immunoglobulin（mlg）一induced　signals　in　germinal　center　B　cells　are　considered　to　play　a　critical
role　for　isotype　switching　and　afliinity　maturation，　in　which　mature　B　cells　undergo　a　selection　mechanism，
probably　involving　apoptosis．　In　the　present　study，　we　examined　the　biochemical　events　related　to　mlg
engagement　in　Ramos　B　cells，　representing　germinal　center　B　cells．　The　engagement　of　mlg　immediately　induced
tyrosine　phosphorylation　of　several　proteins，　including　75　KDa，　90　KDa，　100　KDa，　and　130　KDa　proteins，　The
130　KDa　and　90　KDa　proteins　were　assigned　to　Jak2　and　signal　transducers　and　activation　oftranscription　（Stat）
5，　respectively，　by　combination　of　immunoprecipitation　with　Western　blotting　using　specific　antibodies．　These
early　events　were　fbllowed　by　slow　d㏄line　of　both　interferon　regulatory　factor（IRF）一l　and　IRF－2　possibly
through　transcriptional　and　post－transcriptional　controL　These　observations　suggest　cross－talk　between　antigen
receptor　and　cytokine　receptor　signaling，　which　may　play　a　crucial　role　on　mlg－mediated　selection　in　germinal
center　B　cells．
Introduction
　　The　engagement　of　membrane　immunoglobulin　（mlg）
on　B　lymphoma　cells，　representing　immature　or　germinal
center　B　cells，　results　in　growth　arrest　in　the　G　l　phase　of
the　cell　cycle，　fbllowed　by　apoptosis1－3）．　These
biologically　important　responses　are　preceded　by　early
events，　such　as　activation　of　tyrosine　kinases　including
lyn，　Syk，　and　Btk　proteins　upon　mlg　cross－linking‘一7）．
There　are　some　reports　proposing　cross－talk　between
antigen　receptors　of　lymphocytes　and　cytokine　signaling
pathways8－iO）．　For　example，　the　engagement　of　antigen
receptors　of　B　and　T　cells　induced　an　activation　of
transcription　factors，　termed　signal　transducers　and
activators　of　transcription　5　（Stat5）’O・ii）．　Stat　proteins
consisting　of　seven　members　are　activated　by　a　variety　of
ligands　including　cytokine，　resulting　in　binding　to
phosphotyrosine　motifs　of　activated　receptors　through
SH2　domains　and　phosphorylated　by　Jak　family　mem一
bers　（Jak　l，　Jak2，　and　Jak3，　and　Tyk2）i2・i3）．　The　phos－
phorylated　Stats　move　to　the　nucleus，　where　Stats　bind
to　DNA　resulting　in　induction　of　diverse　genes　includ－
ing　int rferon　 egulatory　factors　（IRF）．
　　The　IRF comprises　a　family　of　transcription　factors
hat　possess　a　novel　helix－turn－helix　DNA－binding
motifl‘・i5）．　Although　IRF一一1　transcription　factor　was
originally　identified　as　a　regulator　of　virus－inducible
elements　of　the　human　IFN－6　gene，　IRF　family　tran－
scription　factors　also　functioned　to　regulate　the　cell　cycle
and apoptosis’‘）．　For　example，　IRF－1　acted　as　a　tumor
suppress r　and　played　a　key　role　in　DNA　damage－
induced　apoptosis in　T　cellsi6），　whereas　IRF－2　repressed
IRF－1－induced　t anscriptional　activation．
　　Because the　Ramos　cells　showed　strong　responses
resulting　in　apoptotic　cell　deathi・2），　we　employed　these
ymphoma cells　to　examine　Jak／Stat　activation　through
mlg－mediated　 ignals．　ln　the　present　study，　we　showed
a　rapid　tyrosine　phosphorylation　of　Jak2　protein，　ac一
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companied　by　a　tyrosine　phosphorylation　of　Stat5　fol－
lowing　anti－lgM　stimulation．　Down－regulation　ofboth
IRF－1　and　IRF－2　during　the　late　phase　of　anti－lgM
stimulation　appeared　to　correlate　with　the　growth　arrest
and／or　apoptosis．　These　observations　might　indicate
cross－talk　between　antigen－receptor　and　cytokine　rece－
ptor　signaling　pathways．
Materials　and　Methods
　　Cell　cultures
　　Ramos　（Ramos　2G6．4C　I　O）　（American　type　culture
collection，　ATCC）　（Manassas，　VA，　USA）　and　Daudi　B
lymphoma　cells　were　maintained　in　RPMI　1640　medium
supplemented　with　10％　（v／v）　fetal　bovine　serum　（FBS），
50ptM　2－ME，　2　mM　glutamine，　and　100　pt　g／ml
kanamycin　at　370C　in　humidified　air　with　5％　CO2．
The　other　reagents　are　of　standard　grade　unless　other－
wise　stated．
　　・∫伽ぬ伽（～プcells
　　For　assessment　of　anti－lgM－induced　cell　death，　Ramos
cells　（5　×　105／ml）　were　stimulated　with　medium　alone　or
various　concentrations　of　anti－IgM　for　the　indicated
times．　For　assessment　of　anti－lgM－induced　tyrosine
phosphorylation　and　IRF　I／IRF－2　levels，　Ramos　cells
were　stimulated　with　anti－IgM　（5　pt　g／ml），　anti－IgG3　（5
ptg／ml），　recombinant　IL－4　（10ng／ml）　（GibcoBRL，
Rockville，　MD，　USA）．　ln　some　experiments，　Daudi　B
cells　were　stimulated　with　human　interferon　a　（IFN－ev；
250　U／ml）　（Hayashibara　Biochemical　Labs．　lnc．，　Oka－
yama，　Japan）i7）　to　confirm　specificity　of　antibody　（Ab）
used　in　this　study．　The　hybridoma　cell　lines　DA4．4
（mouse　IgG　l　for　human　IgM）　and　HP6047　（mouse
anti－human　lgG3）　were　obtained　from　ATCC，　and　Abs
were　purified　from　ascites　of　scid　mice　by　ammonium
sulfate　precipitation．
　　Determination　of　cell　viability
　　Cell　viability　was　determined　by　trypan　blue　dye
exclusion　method．
　　加勢η（～ρreCli　itαわ〃
　　Immunoprecipitation　was　carried　out　as　previously
describedi8）．　Briefly，　cells　stimulated　with　anti－IgM
were　lysed　in　RIPA　buffer　（1％　Triton　X－100，　150　mM
NaCl，　50　mM　Tris－HCI　pH　7．4，　1　mM　Na3VO4，　1　ptg／ml
aprotinin，　1　pt　g／ml　leupeptin，　l　mM　phenylmethyl－
sulfonylfluoride）．　Clarified　cellular　extracts　（1，000　pt　g）
were　incubated　with　anti－phospho－tyr　mAb　4G　I　O　Ab
（20pt　g）　（Upstate　Biotechnology，　Lake　Placid，　N　Y，
USA），　anti－Jak　l　（5　ptg）　（Transduction　Laboratories，
Lexington，　KY，　USA），　anti－Jak2　（5　pt　g）　（Upstate）　40C
overnight，　and　the　immune　complexes　were　subsequently
precipitated　with　protein　G－Sepharose　（Calbiochem，　La
Jolla， CA，　USA）．　The　proteins　were　eluted　with　sam－
ple　b ffer　and　used　for　Western　blotting　as　described
below．
　　Western　blott ng
　 Western　blotting　was　done　as　previously　described　by
Takada　et　al，i9）．　Briefly，　samples　were　separated　by
7．5％　SDS／PAGE．　Proteins　were　tansferred　to　PVDF
membranes，　blocked，　and　then　washed　with　PBST　buffer
（PBS／O．50／o　nonfat　dry　milk／O．05％　Tween　20）．　The
membranes　were　blotted　with　primary　Abs：　4G　I　O　（Up－
state），　［anti－Jak　l，　anti－Tyk2，　anti－Stat　l，　anti－Stat2，　anti－
Stat3，　Stat5，　anti－Stat6］　（Transduciton　Laboratories），
［anti－Jak2，　anti－Jak3，　anti－phospho－stat5］　（Upstate），
and　rabbit　anti－actin　Ab　（Sigma，　St．　Louis，　MO，　USA）．
The bound　primary　Abs　were　then　incubated　with
secondary　Abs：　 o se－radish－peroxidase　（HRP）一labeled
goat　anti－rabbit　lgG　Fc　Ab　（EY　Lab．，　San　Mates，　CA，
USA）　and　HRP－labeled　goat　anti－mouse　lgG　（Cappel
Research　Products，　Durham，　NC）．　Following　several
washes，　membrane－bound　HRP－conjugated　Ab　was
visualized　with　enhanced　chemiluminescence　（Amer－
sham　Lif Science，　Buckinghamshire，　UK）．　The　den－
sity　of　each　band　was　measured　using　a　densitometer
（lmage　Master　DTS，　Amersham　Pharmacia　Biotech，
Piscataway，　NJ）．
　　Dete〃minat ・n　of　Reverse　trans吻伽（RT）一P・ly－
　　merase　Chain　Reaction　（PCR）
　　The　levels　of　IRF－1　and　IRF－2　were　measured　by
RT－PCR　mehtod　as　previously　described　by　Noutomi　et
al．20）．　Briefly，　total　RNA　was　isolated　from　Ramos　cells
with　TRI REAGENT　（Molecular　Research　Center，　lnc．，
Cincinatti，　OH，　USA）　according　to　the　manufacturer’s
instruction．　RN　A　was　reverse　transcribed　using　RNA
PCR　kit　（AMV）　（Takara，　Tokyo，　Japan）　for　PCR　with
the　supplied　oligo　dT－adaptor　primer　using　a　theimal
program　of　420C　for　30　min，　990C　for　5　min，　and　50C　for
smin．　PCR reactions　were　carried　out　with　30　cycles　at
940C　for　30　sec，　600C　for　1　min，　720C　for　1　min　using　Taq
polymerase　（Toyobo，　Tokyo，　Japan）　with　primers．
The　sequences　of　the　primer　pairs　used，　5’　and　3’，　were
the　following：IRF－1，　TCCACCTCTGAAGCTACA
AC　and　CTACGGTGCACAGGGAATG　（fragments
of　325　bp）；IRF－2，　CTACCCTCTGCAGATCTCC
and　AGGCTTAACAGCTCTTGACG　（fragments　of
398　bp）；　G3PDH，　AGGTGAAGGTCGGAGTCAAC
and　GCATGGACTGTGGTCATGAG　（fragments　of
532bp）． The　PCR　products　were　run　on　2％　agarose
gels　and　visualized　by　ethidium　bromide　staining．
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Results
　　Anti－lgM　induces　growth　inhibition　of　Ramous　B
　　Lymphoma　Cells
　　Ramos　B　lymphoma　cells，　representing　germinal　cen－
ter　B　cells，　were　cultured　with　various　concentrations　of
anti－lgM　for　the　indicated　periods，　and　cell　viability　was
determined　by　the　trypan　blue　dye　exclusion　method．
In　cell　culture　conditions　where　cell　viability　was
maintained　up　to　72　h，　anti－lgM　induced　cell　death　in　a
dose－dependent　manner　（Fig．　1），　as　reported　by　An　et
al．i）．　Therefore，　the　anti－lgM（5　pt　g／ml）was　used　there－
after．
　　AntrLlgM　increαses　ty〃osine　phosphor；吻加（ゾsev－
　　eral　proteins　in　Ramous　B　！ymphoma　cells
　　Receptor－mediated　tyrosine－phosphorylation　is
thought　to　be　involved　in　cell　proliferation，　differentia－
tion，　and　apoptosis　in　a　variety　of　cells　including　B
cells‘・7，2i）．　To　analyze　the　role　of　tyrosine　phosphoryla－
tion　in　mlg－mediated　growth　arrest　in　B　lymphocytes，
the　Ramos　B　lymphoma　cells　were　stimulated　with　5
pt　g／ml　anti－lgM　for　various　times．　The　cells　were　lysed，
and　the　lysates　were　immunoprecipitated　with　4G　I　O，
followed　by　Western　blotting　using　4G　I　O．　As　shown　in
Fig．　2，　several　tyrosine－phosphorylated　proteins　includ－
ing　those　of　75　KDa，　90　KDa，　100　KDa，　and　130　KDa
were　rapidly　increased　at　1　min，　followed　by　a　gradual
decline　at　30　min　upon　stimulation　with　anti－lgM．
These　findings　indicate　that　mlg　ligation　induces　a　rapid
and　transient　tyrosine　phosphorylation　in　human　B　cells．
　　Anti－lgM　increases脚sine　phospho卿ti・n　of　laん2，
　　わut刀。’Jaた1，　Jaん3，　and　7ンん2
　　To　check　whether　Jak　family　proteins　represent　130
KDa　proteins，　the　cell　iysates　from　the　various　time
points　after　stimulation　with　anti－lgM　were　immuno一
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Fig．2　Anti－lgM　increases　tyrosine　phosphorylation　of　several
　　　　　　proteins　in　Ramous　B　lymphoma　cells．　The　lysates
　　　　　　from　anti－lgM－stimulated　cells　were　immuno－
　　　　　 pr cipitated　with　4G　I　O，　and　the　immuno－precipitates
　　　　　　were　resolved　on　SDS－PAGE，　followed　by　Western
　　　　　　blotting．
Fig．　1
o 24
　　　　　　　　　Time　（h）
Anti－lgM　induces　cell　death　in　Ramos　B　lymphoma
cells．　Cells　were　cultured　with　various　concentrations
of　anti－lgM　for　the　indicated　time　periods，　and　cell
viability　was　determined　by　the　trypan　blue　dye　exclu－
sion　method．
precipitated　with　4G　I　O，　and　were　assayed　for　Western
bl tting　using　specific　Abs．　As　shown　in　Fig．　3A，　Jak
2　was　tyrosin 　phosphorylated　at　1　min　following　the
anti－ gM　stimulation，　whereas　none　of　Jak　l，　Jak3，　and
Tyk2　was　 osphorylated　within　the　observed　periods．
As　expected，　no　phosphorylated　proteins　were　obtained
by　 rrelevant　antibody　anti－lgG3．　As　a　control，　IL－4
was　confirmed　to　increase　the　tyrosine　phosphorylation
of　Jak l，　Jak2，　and　Jak3．　The　immunoprecipitates　with
anti－Jak2，　but　not　anti－Jak　l，　from　anti－lgM－stimulated
c lls　s rongly　reacted　with　4G　I　O　compared　with　medium
alone，　further　suggesting　that　Jak2　is　tyrosine　phosphor－
y at following　m g　engagement　（Fig．　3B）．　To　further
verify　the　specificity　of　the　Abs　used　in　this　experiment，
Daudi　cells we e　used　since　they　underwent　tyrosine
phosphorylation　upon　stimulation　with　IFN－a22）．
Daudi　cells　were　stimulated　with　IFN－ev　for　1　min，　and
4G　I　O　immunoprecipitates　were　assayed　for　Western
blotting　using　specific　Abs　（anti－Jak　l，　anti－Jak2，　anti－
Jak3，　and　antiTyk2）．　ln　agreement　with　the　previous
reports22），　INF－ev　induced　tyrosine　phoshorylation　of
Jak　l　and　Tyk2，　but　not　Jak2　and　Jak3　（Fig．3C）．
Together，　the　stimulation　of　Ramos　cells　with　anti－lgM
induces　tyrosine　phosphorylation　of　Jak2，　but　not　Jak　l，
Jak3，　and　Tyk2．
　　Anti－lgM　increases　tyrosine　phosphorylation　of　Stats
　　Since　Jak2　has　been　demonstrated　to　induce　an　activa－
tion　of　Stat5　through　tyrosine　phosphorylation　in　cyto－
kine／cytokine－receptor　systemi2・’3），　the　lysates　from　the
anti－lgM－stimulated　cells　were　immunoprecipitated　with
4G　IO，　followed　by　Western　blotting　using　anti－Stat　Abs．
Tyrosine　phosphorylation　of　Stat5　was　found　1　min
following　the　anti－lgM　stimulation，　whereas　none　of　the
proteins　Stat　l，　Stat2，　Stat3，　or　Stat6　were　tyrosine－
phosphor lated（Fig．4）．　The　tyrosine　phosphorylation
of　Stat5　was　further　confirmed　by　using　Abs　recognizing
phosphorylated　form　of　Stat5．　These　findings　indicate
anti－lgM　stimulation　induces　Stat5　tyrosine　phosphor一
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Fig．3　Anti－lgM　selectively　enhances　tyrosine　phosphorylation　of　Jak2，　but　not　Jak　l，　Jak3，　and　Tyk2．　Ramos　cells　were　stimulated
　　　　　with　anti－lgM，　IL－4，　and　control　anti－lgG3　for　various　times，　and　lysates　were　immunoprecipitated　with　4G　I　O　（A），　followed
　　　　　by　Western　blotting　using　Abs　specific　for　Jak　l，　Jak2，　Jak3，　and　Tyk2．　Alternatively，　the　lysates　were　immunoprecipitated
　　　　　with　Jak　l　or　Jak2　（B），　followed　by　Western　blotting　using　Abs　specific　for　4G　IO，　Jak　l，　or　Jak2．　Daudi　cells　were　stimulated
　　　　　with　IFN－ev，　and　tryosine　phosphorylation　of　Jak　l，　Tyk2，　Jak2，　and　Jak3　was　determined　（C）．
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Fig．　4　Anti－lgM　induces　tyrosine　phosphorylation　of　Stat5．　The　cells　were　stimulated　with　anti－lgM　for　1　min　or　5　min　and　then
　　　　　　immunoprecipitated　with　4G　IO，　followed　by　Western　blotting　using　Abs　specific　for　Stat　proteins．　Alternatively，　the　lysates
　　　　　　were　blotted　with　anti－phospho－specific　Ab．
ylation　through　activation　of　Jak2．
　　Down－regulation　of　IRF－1　and　IRF－2　mRIVA　and
protein　upon　engagement　of　mlg
　　IRF　has　been　demonstrated　to　be　involved　in　cell
growth，　differentiation，　and　apoptosisi‘・’5）．　Following
anti－lgM　stimulation，　the　expression　of　IRF－1　and　IRF－2
proteins　was　deteiTmined　in　various　time　points，　as
assessed　by　Western　blotting．　mRNA　levels　of　both
IRF－1　and　IRF－2　were　decreased　in　a　time－dependent
manner　（Fig．5A）．　Then，　we　examined　whether　the
decreased　IRF－1／IRF－2　levels　are　due　to　diminished
transcription．　As　shown　in　Fig．5A　and　Fig．5B，
mRNA　levels　of　IRF－1　were　inhibited　by　approximately
30％　by　the　engagement　of　mlg，　whereas　the　protein
levels　were　inhibited　by　more　than　80％，　with　further
inhibition　at　48　h．　Similarly，　IRF－2　mRNA　levels
during　24　h　were　maintained，　with　substantial　inhibition
of　the　protein　levels，　suggesting　that　IRF－1／IRF－2　levels
induced　by　anti－lgM　are　regulated　by　both　tran－
scriptional　and　post－transcriptional　controls．
Discussion
　　The　mlg　engagement　on　B　cells　is　involved　in　activa－
tion，　proliferation，　differentiation，　and　apoptosis　in
various　stages　of　B　cell　development23，2‘）．　The　tyrosine
phosphorylation　of　proteins　plays　a　crucial　role　linking
mIg　signals　to　down－stream　biological　effects4－7・21）．
Since　Ramos　B　lymphoma　cells　representing　a　germinal
center　B　cells　show　vigorous　responses　including　cell
death　upon　mlg　engagementi・2），　they　are　valuable　for
analysis　of　mlg－mediated　signalings，　resulting　in
apoptosis．　ln　the　present　study，　we　tried　to　analyze　the
biochemical　events　required　for　induction　of　’≠垂盾垂狽盾唐奄
in　Ramos　cells　following　mlg　engagement．
　　The　stimulation　of　Ramos　cells　with　anti－IgM　rapidly
induced　a　tyrosine　phosphorylation　of　several　proteins
including　those　of　130　KDa，　100　KDa，　90　KDa，　and　75
KDa　（Fig．　2）．　ln　agreement　with　our　findings，　Smit　et
al．25）　prev ously　reported　that　mlg　ligation　of　Ramos
cells　caused　tyrosine　phosphorylation　of　several　proteins
with　molecular　weights　of　130　KDa，　100－110　KDa，　80
KDa，　70 KDa，　and　53　KDa　The　53　KDa　protein　was
report d　to　be　Shc　protein25）．　ln　the　present　study，　we
assigned　the　130　KDa　protein　to　Jak2　by　combination　of
immunoprecipitation　and　Western　blotting（Fig．3）．　ln
contrast　to　our　findings，　no　Jak2　tyrosine　phosphoryla－
tion　was　found　in　WEHI－231　cells　representing　mouse
immature　B　cells　upon　mlg　engagement26），　which　was
also　confirmed　 　our　preliminary　experi’ments　（unpub－
lished　data）．　This　apparent　discrepancy　might　reflect
the　differenc 　of　species　（human　vs．　mouse）　or　stage　of
differentiation　（germinal　center　vs．　immature　B　cells）．
Further　experiment 　are　required　to　clarify　these　points．
　　Jak2 proteins　have　been　clearly　demonstrated　to　be
activated　by　cytokines　utilizing　common　P　chain　and
growth　hormone’2・i3，27）．　lt　is　considered　that　upon
receptor　ligation　counter－phosphorylation　of　the　Jak
kinases　occurs，　resulting　in　cytokine　receptor　phosphor－
ylation28）．　Stat　proteins　are　recruited　to　the　phosphor－
ylated　cytokine　receptor　through　SH－2　domains，　result－
ing　in　phosphorylation　of　the　Stats　proteins．　lt　remains
unclear　how　Jak2　is　counter－phosphorylated　upon　mlg
ligatio ： just　like　cytokine　signaling　pathways　or　other
kinases　such　as　sr 　family　proteins　being　involved　in　the
tyrosine　phosph ylation．　The　activated　Jak2　has　been
clearly　demonstrated　to　cause　tyrosine　phosphorylation
of　Stat5　in　cytokine／cytokine　receptor　systems　such　as
IL－2　and　IL－15i3）．
　　W s ern　blotting　in　combination　with　immuno一
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Anti－lgM　induces　down－regulation　of　both　IRF－1　and　IRF－2　in　mRNA　as　well　as　protein　levels．　Ramos　cells　were　stimulated
with　anti－lgM　for　the　indicated　times，　and　both　IRF－1　and　IRF－2　levels　were　determined　in　terms　of　mRNAs　（A）　and　proteins
（B），　as　described　in　Materials　and　Methods．　The　levels　of　each　mRNA　or　protein　were　determined　by　densitometry　and
normalized　by　G3PDH　or　actin，　respectively．　The　relative　levels　from　anti－lgM　stimulated　cells　were　expressed　in　relation　to
those　from　medium　alone．
precipitation　clearly　demonstrated　that　stat5　was　rapidly
tyrosine　phosphorylated　upon　anti－lgM　stimulation
（Fig．4）．　TCR　engagement　also　appeared　to　induce
Stat5　activation，　resulting　in　T　cell　proliferationiO）．
Thus，　cross－talk　between　cytokine　and　antigen　receptor
signaling　pathways　exists　in　T　as　well　as　B
lymphocytesgL’i）．　Based　on　cell　culture　and　animal
results，　Stat5　appeared　to　be　involved　in　cell　prolifera－
tion　and　tumorigenesisi3，27）．　For　example，　Stat5　has
been　demonstrated　to　be　strictly　required　for　the　IL－2－
induced　cell　cycle　progression　of　peripheral　T　cells29）．
Constitutive　Stat5　phosphorylation　is　also　found　in　a
number　of　tumors30）．
　　Contrary　to　these　observations，　Stat　function　appeared
to　depend　on　cell　lineage　and／or　differentiation　of　cell
linesi2・i3）．　Although　the　Jak2／Stat5　pathway　exhibited
an　increased　expression　of　anti－apoptotic　Bcl－2　family
members　to　delay　cell　death3i），　it　instead　inhibited
prolactin－mediated　induction　of　IRF－1　promoter32）．
Moreover，　IL－3　stimulation　of　constitutively　active　Stats
resulted in　apoptosis　probably　through　prolonged　hyper－
hosphorylation　of　Stat533）．　The　anti－lgM－induced
Stat5　phosphorylation　appeared　to　correlate　with　the
induction　of　apoptosis　in　Ramos　B　cell　model，　although
we　do　not　yet have　direct　evidence　to　support　the　notion
that　Stat5　is　necessary　for　mlg－mediated　apoptosis．
　 IRF－1／IRF－2　transcription　factors，　originally
identified　as　immediate　early　genes　induced　by　IFN－6，
regulate　cell　proliferation，　deathi‘・i5），　and　also　compart－
mentalization　of　T　cell　subsetsi5・3‘）．　Karras　et　al．8）
reported　that　mlg　engagement　of　mouse　resting　B　cells
induced　down－regulation　of　IRF－1　mRNA　expression．
Consis ent　with　these　findings，　mRNA　levels　of　both
IRF－1　and　IRF－2　were　down－regulated　at　later　time
points　（48　h）　（Fig．　5）．　Protein　levels　were　also　down－
regulated　during　20　h　by　more　than　50％，　when　the
mRN　A　levels　were　relatively　maintained，　suggesting　that
the　IRF－1／IRF－2　protein　levels　are　regulated　through
（6）
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transcriptional　and　post－transcriptional　controls，　as　re－
ported　previously’5・35）．　Since　IRF－1　and　IRF2　have
been　reported　to　have　opposing　effects，　oncogenic　tran－
scription　factor　IRF－2　may　predominate　over　IRF－1　in
Ramos　B　cells，　as　revealed　by　Western　blotting　（Fig．　5）．
If　so，　it　is　assumed　that　the　down－regulation　of　both
IFRs　upon　mlg　engagement　might　result　in　apoptosis．
Further　study　will　be　needed　to　address　this　issue．
　　During　immune　responses　germinal　centers　are　for－
med，　where　isotype　switching　and　somatic　mutation
occur2‘・36）．　Subsequently，　the　mutated　cells　compete
with　an　antigen，　resulting　in　accumulation　of　higher
aflfinity　B　cells　for　antigen　with　the　deletion　of　lower
aflinity　ones　probably　through　apoptosis．　Ramos　B
lymphoma　cells　representing　germinal　center　B　cells
might　be　usefu1　for　analysis　ofbiochemical　events　during
the　negative　selection　phase　of　the　lower　aMnity　or
putative　autoreactive　B　cells．　The　mlg　engagement　of
Ramos　cells　result　in　tyrosine　phosphorylation　of　Jak2
and　Stat5，　followed　by　down－regulation　of　both　IRF－1
and　IRF－2　through　both　transcriptional　and　post－
transcriptional　controls．　These　observations　might
indicate　the　existence　of　cross－talk　between　cytokine　and
antigen　receptor　for　B　cells　and　have　some　implications
for　understanding　the　underlying　mechanisms　of　mlg－
mediated　apoptosis　in　B　cells．
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Ramos　Bリンフォーマ細胞の抗原受容体架橋によって誘導される
　　　Jak2／Stat5チロシンリン酸化およびIRF－1／IRF－2の低下
小　林　山佳子 高　田　栄　子 水　口　純一郎
東京医科大学免疫学講座
【要旨】　B細胞抗原受容体は抗原の識別と共に細胞膜でのシグナルの変換・増幅に寄与している．B細胞抗原受容体を介
するシグナルは胚中心B細胞のアイソタイプスイッチや親和性の上昇に重要な役割を果たし，この選択の過程にアポトー
シスが関わっていることが知られている．本実験では，胚中心B細胞が腫瘍化したものであるRamos　Bリンフォーマ細
胞株を用いて抗原受容体を介するシグナル伝達を検討した．B細胞株の抗原受容体を抗一IgM抗体で架橋すると濃度依存
的な細胞死が認められた．これらの変化に先立って，架橋後速やかに75KDa，90　KDa，100　KDa，130　KDaタンパク質の
チロシンリン酸化が誘導された．免疫沈降法およびウエスタンプロット法を用いた実験により，130KDaおよび90　KDa
タンパク質はそれぞれJak2，　Stat5であることが明らかとなった．これらの生化学的な変化に続いてInterferon　Regulatory
Factor（IRF）一1およびIRF・一2のタンパク質およびmRNAレベルでの低下が観察された．以上より，抗原受容体を介する
Jak2／Stat5チロシンリン酸化およびIRF－1／IRF－2レベルの低下と細胞死の間には相関が認められた．これらの事実は，
Ramos　B細胞株の抗原受容体を介するシグナルとサイトカイン受容体を介するシグナル伝達系のクロストークを示唆し
ている．
〈Key　words＞細胞膜免疫グロブリン，チロシンリン酸化，　Jak2／Stat5，　B細胞，アポトーシス
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